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培養液 DMEM 培養液（コーニング）、DMEM 培養液（フェノールレッド不含、和光純薬）、William's 培
養液（WME、GIBCO ）、DMEM/Ham's F-12 培養液(和光純薬)、ASF104N（味の素）、MCDB 153 培養液（コ
スモバイオ）、OPTIPRO SFM 培養液（GIBCO）、Essential 8 培養液（GIBCO）、NutriStem XF/FF 培養液（フナ





培養液添加物 牛胎児血清（FBS）、HyCell-STEM-FF 6x supplement（サーモサイエンティフィック）、抗生
物質-抗真菌剤混合溶液（100×、ナカライテスク）、100mM ピルビン酸ナトリウム溶液（100×、ナカライテ
スク）、GLUTAMAX I（100×、インビトロジェン）、Insulin-transferrin-selenium（100×、インビトロジェン）、
MEM 非必須アミノ酸(100× 、サーモサイエンティフィック) 
麻酔薬 イソフルラン（マイラン製薬）、抱水クロラール（ナカライテスク） 
酵素 TrypLE™ Select (10×、GIBCO ) 










ス（φ18mm 丸型 No.1、マツナミ） 
動物 福山大学構内及び周辺で捕獲されたアカネズミ（Apodemus speciosus） 
麻酔 容積約 4.7Lの蓋付きガラス水槽にアカネズミを入れた後、イソフルラン 500μLを加えて麻酔した。
麻酔が不十分な場合は、イソフルランを 100μL ずつ追加する。その後、3.2％抱水クロラール／リンゲル液
を体重 10g 当たり 0.14mL 腹腔注射し、ヒゲ及び体毛を抜去する。抜去後は、37℃に保温して回復を待つ。他
の実験用にジエチルエーテルで安楽死させたアカネズミからも、安楽死直後にヒゲ及び体毛を抜去した。 
毛の抜去 60%イソプロパノールを含んだ脱脂綿で、抜去する部分の毛を逆立てるように 2 回拭く。クリ
ーンベンチ内で、滅菌した毛抜きを用いて抜去し、φ60mm 滅菌シャーレに入れてある標準の 5 倍濃度の抗生
物質-抗真菌剤混合溶液と FBS10%を含む HBSS に投入する。この際、長い毛は滅菌したハサミで 5mm 程度に
切断する。予め FBS20%添加 DMEM 培養液を 1 ウエル当たり 150μL ずつ分注してある滅菌済みコラーゲン
タイプⅠコート 12 ウエルプレートへ、毛根部分が底面につくように滅菌したピンセットで移す。この上から、
滅菌したφ18mm 丸形スライドガラスを被せる。 
細胞培養  翌日から 2 日ごとに、各ウエルの古い培養液を除去し、新鮮な FBS20%添加 DMEM 培養液又は
DEF-CS などの培養液を 150μL ずつ添加する操作を繰り返す。適宜、顕微鏡観察して毛根部分から細胞の増
殖・遊出が認められたら、培養液を 150μL ずつ毎日添加する。ウエル中の培養液の量が 1mL 程度になったら、
2 日ごとに、古い培養液を半量除去し、同量の新鮮な培養液を加える。細胞がウエル底面の１/２以上まで増
殖したら、剥離して滅菌済みコラーゲンタイプ１コートシャーレ（φ60mm）へ移す。細胞の剥離は、以下の
手順で行う。細胞が十分増殖したシャーレ又はウエルの培養液を除き、0.02%EDTA 含有 DPBS－で 2 回リンス










量添加して培養し、2～7 時間後に培養液の OD573nmと OD605nmの差を算出し、対照群の値と比較して相対的な
細胞数の変化を推定する。MTT を用いる場合は培養液に、終濃度が 250μg／mL になるように添加し、2～7
時間後に 0.04N の HCl を含むイソプロパノールで色素を抽出して、OD540nmと OD700nmの差から、alamarBlue
場合と同様に相対的な細胞数の変化を推定する。 
DAPI染色による細胞核の観察 毛をエタノール：酢酸＝3:1 の固定液で室温、30 分間処理し、蒸留水で
リンス後に細胞核を 1ng/mL の DAPI 染色液で室温、30 分間染色する。毛を蒸留水でリンス後、スライドガラ
スに載せ、無蛍光グリセリン：PBS＝9:1 とカバーガラスで封入し、蛍光顕微鏡の U 励起で観察する。 
細胞集団倍加時間 細胞増殖の指標として、細胞密度が2倍になるのに要した時間をTｄとして定義する。 
Td＝Tlog102／log10（Ｎ2／Ｎ1）  

















FBS の非働化 細胞培養において、FBS を 56℃、30 分間処理し、細胞に悪影響を与える補体などの成分
を非働化する方法が一般的に知られているが、その効果については判断が分かれている１３－１５)。そこで、供
給元とロットが異なる 4 種類の FBS について、それまで非働化して使用してきた FBS（HyClone ロット
AYG161519）と比較した。具体的には、MUG/1 細胞（継代番号 6）を 48 マルチウエルにウエル当たり 3.2×
104個播種し、FBS20%添加 DMEM 培養液で 6 日間培養後、alamarBlue 法によって非働化の効果を分析した。
alamarBlue の吸光度について、これまで使用してきた非働化 FBS（HyClone、ロット AYG161519）の値を 100.0
とした相対値で表２に示した。どの FBS においても、非働化した場合の方が細胞の増殖が良い。ロット差も
認められ、非働化して使用している現用の FBS のロットが最良であった。 
 
表２ FBS 非働化の効果 
供給元 ロット FBS 非働化 FBS 
HyClone AYG161519 － 100.0 
HyClone AYK176955 91.1 95.3 
GIBCO 1512125 94.1 95.8 
JBS 021633 76.1 77.1 




を 48 マルチウエルにウエル当たり 3.3×103個播種し、20%FBS 添加 DMEM 培養液および 5 種類の無血清培
養液で 7 日間培養後、alamarBlue 法によって細胞の増殖を分析し、その結果を表３に示した。20%FBS 添加
DMEM 培養液と比較すると無血清培養液での細胞増殖はかなり劣るが、OPTIPRO SFM や Essential8 培養液を
用いれば、MUG 細胞の無血清培養が可能であると判断できる。 
細胞 性別 年齢 
MUG/1 男 59 
MUG/2 男 23 
MUG/3 男 22 
MUG/4 女 23 






培養液 alamarBlue の吸光度（相対値） 
DMEM+FBS20% 100.0 
OPTIPRO SFM 77.8 
Essential 8 78.1 
MCDB 153 40.7 
HyCell-STEM-FF 71.7 
Defined Keratinocyte-SFM Kit  43.6 
 
無血清培養液の混合 MUG/1 細胞（継代数 7）を、5種類の培養液又はそれらを等量に混合した培養液（FBS
無添加）で 10 日間培養した。MTT 法で分析し、ASF104N 培地のみの場合を 100 とした相対値で細胞の増殖




培養液 MEM/F-12 WME ASF104N Cnt-57 OPTIPRO SFM 
MEM/F-12 71.2 91.0 98.2 101.1 127.6 
WME  95.5 89.4 127.8 152.2 
ASF104N   100.0 109.6 147.1 
Cnt-57    20.4 111.6 
OPTIPRO SFM     129.3 
 
低酸素濃度での培養 酸素濃度が高いほど細胞増殖が悪くなるという報告がある１６）。そこで、通常の CO2
インキュベーター（95%空気、5%CO2）とマルチガスインキュベーター（90% N2、5%O2、5%CO2）で MUG/5 細
胞（継代数 11）を 7 日間培養後、alamarBlue 法によって分析した。１２ウエルプレートを使用し、DMEM/Ham's 
F-12 培養液を用い、添加物として FBS20%の場合と血清代替物である HyCell-STEM-FF supplement の場合を比
較した。3.6×104の細胞を FBS20%添加で培養した場合を 100とした相対値で表した結果を表５に示す。FBS20%
添加の場合は、通常の CO2 インキュベーターで培養（20%O2）した方が細胞の増殖が少し良い傾向にあると思










表５ 低酸素濃度と FBS 代替添加物の効果（培養 7日間） 
 FBS20% HyCell-STEM-FF supplement 
播種細胞数 20%O2 5%O2 20%O2 5%O2 
3.6×104 100 85 52 63 
1.8×104 49 39 20 18 
9.0×103 23 13 6 2 
4.5×103 6 3 0 0 
2.3×103 0 0 0 0 
1.1×103 0 0 0 0 
 
次に同じ実験を、培地交換しながら 57 日間培養した結果を表６に示す。FBS20%および HyCell-STEM-FF 
supplement 添加のどちらでも、5%０2 の方が良い。このような長期培養では、HyCell-STEM-FF supplement 添
加の方が、FBS20%添加の場合よりも細胞増殖が良い傾向が認められた。特に、播種細胞数が 2.3×103以下の
場合でも、HyCell-STEM-FF supplement 添加、5%０2 の条件ではある程度の細胞増殖が維持されていると考え
られる。7 日間と 57 日間の培養の結果から、初期には FBS20%添加で培養し、その後血清代替物を添加した
無血清培養液に交換することが適切ではないかと考えられる。 
 
表６ 低酸素濃度と FBS 代替添加物の効果（培養 57日間） 
 FBS20% HyCell-STEM-FF supplement 
播種細胞数 20%０2 5%０2 20%０2 5%０2 
3.6×104 100 138 106 140 
1.8×104 73 126 85 131 
9.0×103 58 117 69 124 
4.5×103 57 83 63 84 
2.3×103 24 43 23 77 
1.1×103 39 43 25 73 
 
播種細胞数と増殖度 MUG/３細胞（継代数 19）をφ60mmのコラーゲンコートシャーレ（21cm2）に、8.0×105












播種細胞数 7 日後の細胞数 Td（日） 
8.0×105 1.25×106 10.9 
4.0×105 5.8×105 13.1 
2.0×105 5.6×105 4.7 
1.0×105 3.5×105 3.9 
5.0×104 1.6×105 4.2 
2.5×104 1.0×105 3.5 
 
継代培養と集団倍加時間 MUG/１細胞及び MUG/５細胞をコラーゲンコートシャーレに５×１０4 個播
種し、コンフルエント状態に増殖したら剥離して希釈し、改めて５×１０4個で播種するという継代培養を繰
り返した。継代ごとに、集団倍加時間 Td を算出した結果を図１に示す。継代数８までは MUG/１細胞と MUG/
５細胞で Td 値にほとんど差は見られない。しかし、継代数９になると、MUG/１細胞の Td 値が急激に大き
くなって増殖が悪くなり、これ以上の継代培養ができなくなった。一方、MUG/５細胞では継代数 10 でも、
徐々に Td 値が増加しているのみである。2 例の比較ではあるが、MUG/１細胞は 59 歳、MUG/５細胞は 21
歳の男性ボランティアに由来しているので、この年齢差が継代数９における Td 値の大きな差に反映されてい






アカネズミ抜去毛由来細胞の培養 抜去したアカネズミのヒゲ及び体毛をそのまま 4 種類の培養液を用
いて、5%０2 又は 20%０2 の CO2 インキュベーターで培養し、培養 15 日目に細胞の遊出率を計測した（表８）。



















培養液 5%０2 20%０2 
DMEM＋FBS20% 3/52(5.8%) 1/33(3.0%) 
OPTIPRO SFM＋FBS20% 1/38(2.6%) － 
Nutristem 1/51(2.0%) － 
DEF-CS 14/139(10.1%) － 
 
酵素処理したアカネズミ抜去毛由来細胞の培養 抜去したアカネズミのヒゲ及び体毛をタンパク質分





表９ TrypLE 処理したアカネズミ抜去毛由来細胞の遊出率 
処理時間 0 分 2 分 4 分 6 分 8 分 10 分 




した場合（図４）があった（スケールバーは 500μm）。                               
図２ 繊維芽細胞様の形態       図３ 上皮細胞様の形態       図４ 混在した形態 
 






























図７ ひげから遊出した細胞     図８ 体毛から遊出した細胞 
 
毛根部分の細胞核の分布 抜去直後に酢酸・エタノールで固定した毛根部分の核を DAPI で染色し、蛍光顕
微鏡で観察した。まゆ毛の場合、弱拡大（図９）では、毛根の部分全体に細胞核が分布していることがわか
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Culture of hair root-derived normal cells from human and Japanese field mouse, Apodems speciosus  
 
Yasunori Yamaguchi, Naoyuki Koshi, and Chiaki Tage 
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Fukuyama University, Fukuyama, Hiroshima 729-0292, Japan 
 
To obtain cultured normal cells in a minimally invasive manner, we developed a simple method to culture and 
freeze-stock the cells from removed hair root portion as a bio- resource sample. Using the eyebrow hair roots that 
could be easily removed by 5 adult volunteers themselves under informed consent, fibroblast-like normal cells 
were obtained with very regardless of age or gender by a simple method. We clarified the most suitable culture 
condition of these cells, and the change of cellular proliferative character under repeating subculture was showed 
concerning to the age of donor. In addition, to obtain the cultured normal cells as bio- resource samples from 
whisker or body hair of wild mammals, we used Japanese field mouse, Apodemus speciosus as a model animal, 
and we also clarified the most suitable condition to obtain normal cells of the animal in good efficiency. 
 
 
Keywords: cultured normal cell, hair root, bio-resource, Japanese field mouse 
